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第 3 章では、 CPY のプロセッシングについて検討し、前駆体として分泌された CPY が培地中でのプロセッシン
グにより成熟体となることを明らかにしている。さらに、用いた菌株が CPY やそのプロセッシングに関与する酵素
を分泌する変異株であることを明らかにし、そのため活性な CPY の分泌生産が行えたことを示している o
第 4 章では、 CPY 分泌生産システムを異種蛋白質の生産に適用し、麹菌由来ホスホリパーゼ~Alが分泌生産される
ことを明らかにしているo









(1) GAL/O プロモーター制御下で Cpy をコードする PRCl遺伝子の発現を行うプラスミド pCY303を保持する
S.cerevisiae KS58-2D/pCY303株を生産株とし、本菌株による CPY 分泌生産培養においてチアミンおよびヒスチ
ジンに生産促進効果があることを明らかにし、 CPY 分泌生産に適した培地組成を見出している。
(2) GALIO プロモーターの構成的発現を引き起こす gal80 変異を有する KS58-2D 株や GAL/O プロモーターの特性
を考慮したエタノール連続流加培養により、培地中に500 mg/l 以上の活性な CPY が分泌されることを示し、
さらに、工業規模の培養槽を用いた培養法を確立し、工業生産規模での精製工程のコストダウンに大きく貢献す
ることを示している。
(3) KS58-2D/pCY303株により合成された CPY が前駆体として分泌され、培地中でのプロセッシングにより成熟体
となることを明らかにしている。さらに、 ES58-2D 株が CPY やそのプロセッシングに関与する液胞内プロテアー
ゼのソーティングに異常をきたしており、そのため活性な CPY の分泌生産が可能であったことを実験的に示し
ているo
(4) KS58-2D 株による CPY 分泌生産システムが、異種蛋白質である麹菌由来ホスホリパーゼ~Al (PLA1) の分泌生
産にも適用可能であることを示している o さらに、培地成分の検討、エタノール流加方策の適用により、 PLAl
分泌生産量が増大することを実験的に示している o
(5) チアミン非存在下でも CPY を生産する変異株を単離し、これを用いチアミン誘導性発現に関与すると考えられ
る遺伝子をクローン化している D
以上のように、 Saccharol1l\'ces cerevisiae による蛋白質生産系の培養において新規なエタノール連続流加培養を採
用していることや、 S.cerevisiae においてのチアミン誘導性発現に関して新しい知見を含んでおり、培養工学の発展
や、高等真核生物の細胞機能の理解に寄与するところが大き L、。よって、本論文は、博士論文として価値あるものと
認めるo
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